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SUMMARY
This  thes is  dea ls  w i th  the  b ind ing  o f  subs t ra te ,  coenzyme and
other l igands to the enzyme glutamate dehydrogenase. The major
techn ique used in  the  inves t i -ga t ions  was magnet ic  resonance.
In chapter I I  the theory of NMR transverse relaxatj-on t imes of
sma1 l  l igands  b ind ing  to  macromolecu les  is  b r ie f l y  rev iewed.
Theoretical equations are derived for several binding mecha-
n isms.  I t  i s  shown tha t  the  app l ica t ion  o f  the  NMR techn ique
is  o f ten  necessary  in  connect ion  w i th  o ther  measur ing  methods
to  g ive  a  de ta i led  descr ip t ion  o f  the  b ind ing  process .
A rev is ion  o f  the  theory  fo r  long i tud ina l  re laxa t ion  t imes
of  b lnd ing  l igands  J -s  p resented  in  chapter  I I I .  The theory
is supported by experirnental evidence obtained for o-ketoglu-
ta ra te  b ind ing  to  g lu tamate  dehydrogênase.
Chapter  IV  is  devoted  to  the  in te rac t ions  o f  subs t ra te
cr -ke tog lu ta ra te ,  coenzymes NAD(P)  (H) ,  and e f fec to rs  o f  the  ca ta-
ly t i c  ac t i v i t y ,  w i th  the  enzyme.  In  the  s tud ies  use  is  made o f
the  t ransverse  re laxa t ion  t ime o f  the  subs t ra te  wh ich  ls  s t rong-
ly  decreased by  in te rac t ion  w i th  the  enzyme,  and in  tu rn  inc re-
ases again i f  coenzymes are added to form a ternary complex.
From a quanti tat ive study of these effects thermodynamic equi-
l ib r ium cons tan ts  a re  ob ta ined.  In fo rmat ion  about  d issoc ia t ion
ra tes  becomes a lso  ava i lab le  wh ich  is  d i f f i cu l t  to  ob ta i -n  f rom
other  techn iques .  Th is  k ine t ic  in fo rha t ion  leads  to  the  conc lu -
sion that the binding of reduced coenzyme the binary complex,
and the binding of coenzfrme and substrate in the ternary com-
p lex ,  a re  no t  a  s imp le  s ing le  s tep  process .
In chapter V we present the results of modif icat ion of the enzy-
mes with two kj-nds of stable paramagnetic nj-troxides (spin
labe ls ) .  One o f  them reac ts  spec i f i ca l l y  w i th  a  res idue
(probab ly  l ys ine  126)  loca ted  in  the  ac t ive  cent re .The nuc lear
relaxation of bound l igands by the paranagnetic Aroup \ iras stu-
died for o-ketoglutarate, the coenzyme NADP and the inhj-bitor
GTP of the enzyme. For a1l these compounds a binding site close
to  the  sp in  1abe1 was de tec ted ;  the  subs t ra te  in  par t i cu la r  i s
loca ted  very  near  to  the  sp in  1abe l .  The imp l ica t ions  o f  our
f ind inqs  fo r  a l los te r ic  theor ies  a re  d iscussed.
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The binding of manganese as analog for the inhibitory zinc ion
is investigated in chapter vI. It turned out that under the
conditions used in our NMR and EsR experiments Èhe binding was
too ! 'teak to produce significant effects
The bindÍng of Lígands to multiprotorneric enzymes is the sub-
ject of chapter vfl. The present models for cooperative bÍn-
ding are discussed. It wil l be considered what the implica-
tions are of cooperative effects for NMR binding studies.
SAMENVATTING
Enzymen zi- jn een bepaald soort eiwitmoleculen, die ervoor zor-
gen dat de zeer vele chemische reakties die in ons l ichaam
plaatsvinden snel kunnen verlopen. Iedere reaktie heeft weer
zi jn eigen ênzym. Eén van de vele bekende enzymen, glutamaat
dehydrogenase gena€rmd, is het onderwerp van dit  proefschrif t .
Een van de eigenschappen van een bepaald enzlrm is, dat het die
speciale stoffen die met elkaar moeten reageren (substraten en
zgi. coenzymen) eerst aan zich bindÈ, waarschi jnl i jk in een
zeer speciaal gekonstruêerd gleufje of hol leÈje. Hiermee wor-
den dan waarschl jnl i jk die stoffen zo ten opzichte van elkaar
gericht dat de reaktie snel kan optreden, veel snel ler dan wan-
neer er geen enzym zou, zíjn.
Dit proefschrif t  beschri j f t  studies van dit  bindingsproces
voornameli jk met behulp van een speciale techniek, de zoge-
naamde magnetische reson€rntie. Met deze techniek (waar we niet
verder op ingaan) kunnen al ler lei stoffen in een oplossing be-
studeerd worden. De techniek geeft bi j  voorbeeld informatie
over hoe stevig zorn stof aan een enzym gebonden zit  en hoe
snel hl j  van het enzym molekuul víeer terug gaat in de oplos-
s ing  .  Het  b l i j k t  onder  andere  u i t  he t  onderzoek ,da t  d i t  b in -
dingsproces nog vri j  ingewikkeld kan zi jn, de binding kan op
verschi l lende manieren plaatSvinden, of verloopt misschien via
120
